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Summary 
Although 150 individual samples of milk from Italian water buffalo (Bubalus arnee) were examined by acid and alkaline gel 
electrophoresis, nopolymorphism was observed for a-lactalbumin and ~- lactoglobulin. After isolation and purification of these 
two proteins their amino acid compositions were determined and compared with those of the corresponding bovine proteins. The 
sequence alignments of 36 and 17 amino-acids from the N-terminal ends and 2 amino-acids from the C-terminal ends of buffalo 
c~-lactalbumin and ~3-1actoglobulin, respectively, have been established. Our results indicate that buffalo c~-lactalbumin differs from 
its cow B counterpart by a substitution Asn/Gly at position 17 and by another substitution, likely Glu/Gln or Asp/Asn, at an 
unknown position. Buffalo t3-1actoglobulin is homologous to the bovine B variant. Three substitutions differentiate he two pro- 
teins: Ile/Leu and Val/Ile at positions 1 and 162 respectively; a further one, Gln/lle, has not yet been located. According to these 
results the B variant of bovine/3-1actoglobulin might be the wild type of the Bos genus. 
1. Introduction 
Au cours d'6tudes visant ~ 6tudier le d6terminisme 
g6n6tique des prot6ines du lair de vache (Bos taurus) 
et de z6bu (Bos indicus) Aschaffenburg [1] et 
Grosclaude t al. [2] ont montr6 la pr6sence dans ces 
deux esp~ces de 2 variants g6n6tiques pr6dominants 
(A et B) de la/3-1actoglobuline qui, selon route vraisem- 
blance, different par la mOme substitution Asp/Gly en 
position 64 de la chafne peptidique. L'6tude de la 
fr~quence des deux all61es dans les diff6rentes esp~ces 
et races 6tudi~es ne permet pas de savoir quel est le 
variant primitif. Poursuivant nos recherches concern- 
ant la structure primaire des prot~ines du lait, il 
nous a paru int6ressant de caract6riser les prot6ines 
du lactos~rum de buffle. Nous esp~rions, par l'~tude 
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d'un genre voisin du genre Bos, pouvoir caract6riser le
type sauvage de la ~3-1actoglobuline bovine. D'autre 
part, nous d6sirions avoir si l'a-lactalbumine d  
buffle, qui migre, en 61ectrophor~se ~ pH alcalin, au 
niveau du variant A bovin, correspondait ~ ce variant, 
tr~s rare dans le genre Bos. Le buffle, et notamrnent 
l'esp~ce Bubalus arnee ~ laquelle appartient le buffle 
italien, fait, comme le genre Bos, partie de la tribu 
des Bovinae, mais appartient/t un groupe different: il
ne peut 6tre crois~ avec les bovins et les z6bus qui sont, 
eux, interfertiles. Les genres Bos et Bubalus ont 
diverg6 vers le milieu du miocene, bien avant l'appari- 
tion des esp~ces du genre Bos [3]. 
Dans ce travail, nous avons tent~ de localiser, dans 
les s~quences de l'a-lactalbumine et de la/3-1acto- 
globuline du lait de buffle italien, les substitution 
d'acides amin6s qui les distinguent des prot~ines homo- 
logues du lait de vache, dont les structure primaires 
completes sont connues [4,5]. 
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2. Materiel et methodes 
Cent cinquante 6chantillons de laits individuels ont 
6td pr~lev6s dans 7 dlevages de la province de Caserta 
(Italie). Apr~s 6crdmage, le lactos~rum a 6td obtenu 
par precipitation isoldlectrique des casdines. Un lait 
individuel a 6t6 utilis6 pour la prdparation de 
l'~-lactalbumine et de la/3-1actoglobuline selon les 
techniques d'Aschaffenburg [6] et de Fox et al. [7] 
respectivement, suivies de chromatographies, sur
DEAE-cellulose dans le premier cas [8], sur CM- 
cellulose dans le second selon Richardson et al. [9], 
mais en l'absence d'ur6e et de 2-mercapto6thanol. 
Les 41ectrophor~ses en gel d'amidon ont dt6 
rdalis~es fi pH 8,6 [10] et fi pH 3,0 [11]. 
L'ct-lactalbumine (fraction 3, figs.1 et 2) 
etla/3-1actoglobuline (fig.2) purifi4es ont dt6 carboxy- 
mdthyldes, dialysdes et lyophylis6es. Les analyses 
d'acides amin4s ont dt~ effectudes apres hydrolyse 
sous vide par HCl 5,7 N/l 110°C pendant des temps 
de 24, 48 et 96 h. Un analyseur d'acides aminds 
Beckman 'Multichrom' a6t6 employ6 (une seule 
colonne; 3 tampons d'dlution; dur6e d'analyse: 
3h 20). Le tryptophane a 6td dos6 selon Spies [12] 
et les acides sialiques elon Warren [13]. 
Les enchafnements C-terminaux ont 6t4 d6termin6s 
t'aide de la carboxypeptidase A utilis6e fi 3 pH 
diff6rents (5,4; 8,5 et 9,2) et de la carboxypeptidase 
B utilis6e fi pH 8,5. 
La s~quence N-terminale des prot4ines carboxy- 
mdthyldes (environ 10 mg) a dtd d6termin6e ~l'aide 
d'un 'S6quencer' Beckman 890 en utilisant un 
programme 'Dim6thylbenzylamine' [14]. 
Les thiazolinones recueillies 6taient converties en 
leurs ddrivds hydantofnes qui 6taient extraits de la 
phase aqueuse par l'ac~tate d'6thyle. Ces d~riv~s 
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Fig.2. Electrophorbse d s prot6ines purifi6es utilis~es dans 
cette 6tude. Gel d'amidon; tampon Tris-citrate pH 8,6; ur6e 
7 M; 2-mercapto6thanol 3%; 4°C; 16 h. (1, 2, 3) Fractions 
1, 2, 3 de la chromatographie repr6sent6e dans la fig. 1. La 
fraction 3 (c~-lactalbumine) a dt6 utilis6e; (4) t3-1actoglobuline 
purifi6e; [5] lactosdrum total. 
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Fig.1. Diagramme d%lution de l'c~-lactalbumine de buffle. 2,5 g de pr6paration brute; DEAE-cellulose microgranulaire, Whatman 
DE-32; colonne de 7 X 17 cm; tampon Tris 0,01 M, pH 7,2; fractions de 35 ml; 61ution par gradient liii6aire de molarit6 en NaCI 
(0 ~ 0,25 M; 2 × 5 I.). 
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~taient identifi6s, apr~s ilylation, par chromatographie 
en phase gazeuse [15]. L'extrait fi l'ac~tate d'6thyle 
6tait, ~ chaque stade, examin6 par chromatographie 
sur couche mince [16]. Pour identifier la PTH-Arg et 
la PTH-His dans la phase aqueuse, le r~actif fi la 
ph6nanthr~ne quinone t le r6actif de Pauly ont 6t6 
utilis6s respectivement. 
3. Resultats et discussion 
Aucun polymorphisme n'a 6t6 observ6 pour 
l'c~-lactalbumine et la/3-1actoglobuline dans les 150 
6chantillons analys6s. La mobilit6 61ectrophor6tique 
de la/3-1actoglobuline estidentique ~ celle du variant 
B bovin, ~ pH alcalin ou acide. Par contre, 1' c~-lactal- 
bumine, qui poss~de la mobilite du variant A bovin 
pH alcalin, comme plusieurs auteurs l'avaient d6j~ 
not6 [17-20] ,  migre au niveau du variant B/t pH 
acide. 
La composition en acides amin6s de l'a-lactal- 
bumine de buffle (tableau 1) est identique fi celle du 
variant B bovin, mise fi part la pr6sence d'un r6sidue 
Asx suppl6mentaire et l'absence d'un r6sidu Gly. Ceci 
concorde parfaitement avec les r6sultats d'analyse 
s6quentielle (fig.3) qui montrent une seule diff6rence 
par rapport au variant B bovin dans les 36 r6sidus de 
l'extr6mit~ N-terminale t les 2 r6sidus de l'extr6mit6 
C-terminale: le remplacement d'un r6sidu Gly par un 
r~sidu Asnen position 17. I1 est ~ rioter que les 
3 a-lactalbumines dont la s~quence compl6te st 
connue (celles du boeuf, de l'homme t du cobaye) 
ont un r6sidu Gly en position 17, comme le lysozyme 
humain [21,22]. Par contre cette position est occup6e 
Tableau 1 
Composition en acides amin6s de l'c~-lactalbumine et de la #-lactoglobuline de buffle 
~-Lactalbumine t3-Lactoglobuline 
Acide Chiffre 
amin6 R retenu a P, a b c 
Asp 21,68 22 21 14,73 15 15 15 
Thr 7,09 7 7 7,75 8 8 8 
Ser 6,83 7 7 6,82 7 7 7 
Glu 12,76 13 13 25,83 26 25 25 
Pro 1,89 2 2 8,31 8 8 8 
Gly 5,09 5 6 4,21 4 4 4 
Ala 2,91 3 3 15,02 15 15 15 
SCM-Cys 7,64 8 8 4,96 5 5 5 
Val 5,89 6 6 10,04 10 10 9 
Met 1,16 1 1 3,88 4 4 4 
lie 8,12 8 8 9,15 9 9 10 
Leu 13,05 13 13 20,97 21 22 22 
Tyr 4,02 4 4 3,87 4 4 4 
Phe 3,71 4 4 4,36 4 4 4 
Trp 4,13 4 4 1,93 2 2 2 
Lys 11,96 12 12 15,19 15 15 15 
His 3,21 3 3 2,12 2 2 2 
Arg 1,07 1 1 2,84 3 3 3 
Nombre 
de r6sidus 123 123 162 162 162 
(a) chiffres d6duits de la s6quence de l'a-lactalbumine B de vache [4] ; 
(b) selon Ambrosino et al. [24] ; 
(c) chiffres d6duits de la s6quenee de la 13-1actoglobuline B de vache [5] ; R, moyen- 
ne des chiffres de 3 × 3 hydrolyses de 24, 48 et 96 h. Les chiffres correspon- 
dant ~ Thr, Ser, Tyr et SCM-Cys ont 6t6 extrapol6s au temps 0. Les valeurs 
correspondart ~ 96 h d'hydrolyse ont 6t6 retenues pour Ala et Ile. 
257 
Volume 63, number 2 FEBS LETTERS April 1976 
c~-lactalburnine 
10 
H-Glu-Gln Leu-Thr Lys Cys Glu-Val-Phe Arg-Glu-Leu-Lys-Asp-Leu Lys-[Asn 1- 
20 30 
Tyr-Gly-Gly-Val Ser-Leu Pro-Glu-Trp-Val-Cys-Thr Thr-Phe-His Thr Ser-Gly- 
36 123 
Tyr-- Glu ou Asp -- Lys-Leu -OH. 
Gin Asn 
~-lactoglobuline 
10 17 
H-ILl~u[-Ile Val Thr-Met-Lys Gly-Leu-Asn-Ile-Gln-Lys-Val-Ala-Gly Thr--Trp- 
k.-...... l  
162 
- -  ~-- - -H is -  ~-OH.  
Les r~sidus encadr~s correspondent aux differences observ~es ntre les prot~ines de buffle et de vache. 
Fig.3. E16ments de s6quence de l'a-lactalbumine etde la t~-lactoglobuline de buffle. 
par un r6sidu Asn dans la plupart des lysozymes 
aviaires qui ont ~t6 6tudi6s. En position 10, l'a-lactal- 
bumine de buffle poss~de un r6sidu arginyle comme le 
variant B bovin. Rappelons que le variant A, qui est 
tr~s rare et se rencontre surtout chez le z6bu, poss~de 
un r~sidu Gin en position 10 [23]. On peut donc 
penser que l'a-lactalbumine de buffle correspond au 
variant B bovin. N6anmoins ces deux prot~ines n'ont 
pas la mEme mobilit6 fi pH alcalin (diff6rence corres- 
pondant ~ une charge), bien que leurs mobilit~s oient 
identiques fi pH acide. Ceci indique que l'c~-lactal- 
bumine de buffle poss~de une charge n6gative suppl6- 
mentaire provenant d'un r~sidu glutamyle ou aspartyle. 
Au vu des compositions en acides amin6s des prot6ines 
correspondantes, on peut penser qu'elles diffOrent par 
une seconde substitution, Glu/Gln ou Asp/Asn, qui 
n'a pas 6t~ localis6e. La fraction 3 analys6e contient 
une faible quantit~ d'acide sialique (0,15 M/18 000 g). 
La fraction 2 (figs.1 et 2), en cours d'etude, 
ne contient pas d'acide sialique et pr6sente une 
composition en acides amines proche de celle de la 
fraction 3. 
La composition en acides amines de la ~-lacto- 
globuline de buffle (tableau 1) est voisine de celle 
rapport6e par Ambrosino et al. [24]. Compar~e 
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celle de la/3-1actoglobuline bovine elle n'en diff6re que 
d'une unit~ pour les r6sidus Ile, Leu, Glx et Val. La 
s6quence C-terminale d~termin6e, -His Val-OH, est 
identique fi celle trouv6e par Ambrosino et al. Elle 
correspond fi celle des/3-1actoglobulines d  brebis et 
de ch6vre [24]. Chez la vache, un r6sidu isoleucyle a
6t6 trouv6 en position C-terminale [4]. Parmi les 17 
acides amin6s de l'extr6mit6 N-terminale, seul le pre- 
mier r6sidu, Ile, est diff6rent de ce que l'on observe 
pour la ¢J-lactoglobuline B bovine (Leu). I1 est fi noter 
que Liberatori et al. [19] avaient rouv6, comme 
r6sidus N-terminaux de la/3-1actoglobuline d buffle, 
aussi bien d'ailleurs que pour les prot6ines correspon- 
dantes de ch~vre t de brebis, des quantit6s ~ peu pros 
6gales de Leu et Ile (environ 0,6 M/M de prot6ine). 
Ceci s'explique vraisemblablement par une ~pim~risa- 
tion partielle de l'isoleucine que l'on observe fr~quem- 
ment avec la m6thode de Stark et Smith [25]. L'alloiso- 
leucine peut facilement ~tre confondue avec la leucine 
sur l'analyseur d'acides amin6s. La compilation des 
r~sultats de l'analyse s6quentielle (fig.3) et de l'6tude 
de la composition en acides amin6s semble indiquer 
que la/3-1actoglobuline d  buffle et le variant B ne 
different que par 3 substitutions: Ile/le u (Position 1); 
Glx/Ile; Val/Ile (position 162). Le r6sidu Glx mentionn6 
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est certainement un r6sidu Gin au vu de la comparaison 
des mobilit6s ~lectrophor6tiques des deux prot6ines. 
La prdsence d'un r6sidu Asn en position 9 correspond 
ce qui a 6t6 observ~ par Grosclaude t al. chez la 
vache [26] et est en d~saccord avec les r6sultats de 
Braunitzer et al. [5]. Selon toute vraisemblance, nos 
r6sultats indiquent que les r6sidus Gly et Val se trou- 
vent respectivement en positions 64 et 118, et donc 
que la/3-1actoglobuline d buffle est l 'homologue du 
variant B bovin qui est probablement le variant 
ancestral. 
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